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RESUMEN 
 
Los biorreactores son dispositivos donde se desarrollan procesos bioquímicos y biológicos 
en condiciones monitoreadas y controladas, los cuales han permitido desarrollar tejidos 
artificiales con mejores características que cultivos estáticos. El Grupo de Trabajo en 
Ingeniería de Tejidos desarrolló un biorreactor tipo Spinner para producir tejido conectivo 
artificial mediante el cultivo de fibroblastos en soportes de colágeno I, el dispositivo 
presentó deficiencias para regular el pH durante la producción del tejido y en la 
transferencia de oxígeno al medio de cultivo. Este trabajo implementó un sistema de 
microdispersión de gas dentro del biorreactor, mejorando la transferencia de CO2 y O2,  a 
la fase líquida, este resultado se vio reflejado en un ajuste más eficiente del pH y una 
mayor concentración de O2 en el medio, mejorando la calidad del tejido producido, debido 
a un  mayor crecimiento celular comparado con el sistema de aireación superficial.  
Palabras clave  
Palabras clave: Biorreactores, Tejido conectivo artificial, Transferencia de masa, sistema de 
aireación 
 
ABSTRACT 
 
Bioreactors are devices where biochemical and biological process are carried out in 
controlled and monitored conditions witch have allowed to develop artificial tissues with 
better characteristics than in static culture.  The Tissue Engineering Research Group 
developed a spinner like bioreactor to produce artificial connective tissue through fibroblast 
seeded on collagen type I scaffold. This device showed flaws to regulate the pH during the 
tissue productions and in the oxygen transference to the culture media. This work 
implemented a gas microsparging aeration system, improving the CO2 and O2 transfer to 
the liquid state. This result was reflected upon a more efficient pH adjustment and a major 
concentration of the O2 in the culture media, improving the produced tissue quality due to a 
major cell growth compare to the superficial aeration system.  
 
Keywords: Biorectors, artificial connective tissue, Mass transfer, Aeration system 
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INTRODUCCIÓN 
 
El alto costo de sustitutos artificiales de tejidos y la falta de una legislación que reglamente 
su entrada en el mercado colombiano, dificulta que este tipo de productos sean adquiridos 
por los colombianos de escasos recursos. Cuando la pérdida de continuidad de piel y 
mucosa es grande, el tratamiento es el injerto. Dependiendo de la fuente del tejido, los 
injertos se clasifican en: autoinjerto (tejido del mismo paciente), homoinjerto (tejido de otro 
paciente) y xenoinjerto (tejido de un individuo de otra especie). Generalmente el 
tratamiento de elección es el autoinjerto; desafortunadamente, está limitado por la 
cantidad de tejido disponible para trasplantar y la morbilidad generada en el sitio donante. 
Los homoinjertos y los xenoinjertos, tienen riesgo de ser rechazados y pueden transmitir 
infecciones lo cual es una limitante para su uso [1, 2].  
 
Los tejidos artificiales se han constituido en una alternativa cuando no hay una fuente 
disponible de tejido natural. Los desarrollados empleando células autólogas no producen 
rechazo inmunológico y no generan morbilidad debido a que la cantidad de tejido que se 
toma para extraer las células es mínima. En el mercado ya hay productos basados en 
sustitutos artificiales de tejido aprobados por las autoridades regulatorias y su buen 
desempeño como injerto es reconocido. Por ejemplo, la Administración de Drogas y 
Alimentos de los Estados Unidos (FDA) aprobó para el tratamiento de heridas de piel 
humana el uso de Integra®, Alloderm®, Apligraf®, Dermagraft® y Epicell®. Su 
importación al país es costosa, no existe regulación que se aplique a la importación de 
estos productos y algunos de ellos, como Apligraf®, solo pueden ser adquiridos en 
centros médicos que hacen parte de la cadena de distribución de la compañía que los 
produce. Por eso, el desarrollo en el país de este tipo de productos a costos bajos y la 
investigación en el área de ingeniería de tejidos es una necesidad. 
 
Trabajos previos del grupo establecieron la metodología para elaborar en el laboratorio, 
sustitutos de piel y tejido conectivo oral en cultivos estáticos[3-8]. La evaluación del 
desempeño como injerto de estos sustitutos se ha llevado a cabo en modelos animales, 
encontrándose que no se presenta rechazo inmune, promueve la regeneración de tejido y 
disminuye la contractura y el tiempo de cicatrización [5, 6]. 
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El uso de biorreactores para cultivar células eucariotas en condiciones dinámicas 
beneficia la manufactura de tejido artificial porque proporciona condiciones controladas de 
crecimiento, mejora el intercambio de masa y por consiguiente, las características 
histológicas de los tejidos artificiales [9, 10]. Con el propósito de implementar la 
producción de tejido artificial a una mayor escala, el grupo de ingeniería de tejidos diseñó 
un biorreactor de tanque agitado para la producción de tejido artificial mucoso y de piel 
[10, 11]. En trabajos anteriores se caracterizó el mezclado del biorreactor para un diseño 
inicial y se estudió el crecimiento de fibroblastos sembrados sobre soportes de colágeno 
tipo I y el consumo de nutrientes dentro del sistema [10, 12]. Los resultados mostraron 
que el método de aireación superficial incluido en el diseño inicial, no permitía controlar el 
pH. Para mejorar la aireación y estudiar la transferencia de CO2 y O2 de la fase gaseosa a 
la fase liquida, en este trabajo se implementó un sistema de aireación por 
microdispersión. La transferencia de masa de CO2 y O2, la eficiencia en el control del pH 
del medio y el efecto del uso de cada sistema de aireación en el crecimiento de 
fibroblastos sembrados en soportes de colágeno I, fue evaluado y comparado en los dos 
sistemas de aireación, superficial y microdispersión.  
  
 MARCO TEÓRICO 
 
11 
 
1. MARCO TEÓRICO 
 
1.1. Ingeniería de Tejidos 
 
Tradicionalmente para tratar a una persona que ha sufrido una herida con pérdida 
considerable de tejido, se han usado injertos autólogos, homólogos o xenoinjertos. Estos 
tipos de injertos presentan diferentes problemas. Cuando se usan injertos autólogos hay 
limitación en la cantidad de tejido que se puede extraer para ser usado como injerto y se 
produce otra herida en el sitio donante. Con los injertos homólogos, no solo se presentan 
las mismas limitaciones de los injertos autólogos, también existe la posibilidad de 
transmisión de enfermedades infecciosas y se presenta rechazo inmune, circunstancias 
que también se pueden presentar con los xenoinjertos [13].  
 
La Ingeniería de Tejidos es un campo multidisciplinario de la ciencia que aplica los 
principios biomédicos y de la ingeniería, para desarrollar tejido artificial que pueda 
reemplazar morfológica y funcionalmente al tejido que se ha dañado o perdido [13, 14]. 
Por esta razón, este campo se ha convertido en una alternativa para obtener tejido para 
injerto. El tejido es elaborado a partir de una pequeña cantidad de células provenientes 
del paciente, las cuales se cultivan para aumentar su número y luego se siembran en 
soportes tridimensionales. Durante su incubación, las células sembradas degradan y 
recambian los soportes reemplazándolos por mesénquima secretado por ellas [13, 14].  
 
1.2. Fibroblastos  
 
Los fibroblastos hacen parte del parénquima de numerosos tejidos. Secretan los 
componentes del mesénquima o matriz extracelular, factores de crecimiento, citoquinas y 
quimoquinas que controlan la proliferación y diferenciación celular así como la formación y 
remodelamiento de la matriz extracelular [15]. Los fibroblastos son esenciales para el 
proceso de reparación de heridas en tejidos mucosos y piel, ya que influyen en la 
morfogénesis del epitelio y en la formación de la lámina basal [6, 15]. Tanto el crecimiento 
como la expresión génica de los fibroblastos cultivados en laboratorio, dependen de 
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condiciones ambientales como el pH, la temperatura, la concentración de O2 y la 
presencia en el medio de suplementos como vitaminas y suero [6, 15-18]. . 
 
1.3. Soportes de Colágeno 
 
El colágeno es sintetizado por los fibroblastos y los miofibroblastos. Es la proteína más 
abundante del tejido conectivo de los vertebrados y se encarga de mantener la estructura 
e integridad de la mayoría de los tejidos. Se conocen 27 tipos de colágeno, siendo el 
colágeno tipo I el componente más importante de la matriz extracelular formada en los 
tejidos cicatrizales. El colágeno I ha sido utilizado para elaborar soportes (geles, soportes 
y películas), empleados en la manufactura de sustitutos de piel y mucosa oral [1, 13, 14]. 
Por tratarse de una proteína ampliamente conservada en vertebrados no produce 
respuesta inmune cuando es trasplantado entre especies; igualmente, exhibe una 
bioactividad no presente en materiales sintéticos[13, 14, 19]. 
 
Se han reportado el uso de soportes de colágeno, acelulares y sembrados con 
fibroblastos, como cobertura o injerto en heridas de tejido conectivo. Las células 
sembradas en los soportes, no sólo favorecen la degradación del colágeno con que estos 
son elaborados; también, proporcionan diferentes factores de crecimiento, citoquinas, 
quimoquinas, proteoglicanos, glicosaminoglicanos y otros componentes de la matriz 
extracelular que mejoran el proceso de reparación [6, 14, 19-21]. 
  
1.4. Reguladores 
 
Son elementos químicos y físicos que controlan el crecimiento y la expresión genética en 
las células. Los reguladores químicos son moléculas presentes en el medio, muchas 
veces son producidas por las mismas células. Dentro de los reguladores se encuentran 
factores de crecimiento, citoquinas, quimoquinas y compuestos inhibidores [21] .Se ha 
demostrado que en los fibroblastos la producción de estos reguladores depende de la 
concentración de O2 en el medio de cultivo [22] y de estímulos físicos, como esfuerzos de 
cortes y fuerzas hidrodinámicas [21, 23, 24].  
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1.5. Biorreactores 
 
Tradicionalmente, la producción de tejido artificial se lleva a cabo en pequeños platos o 
frascos de cultivo que actúan como biorreactores estáticos. Estos han empezado a ser 
reemplazados por biorreactores que proporcionan un ambiente de cultivo dinámico que 
exhiben mayor capacidad y mejoran el intercambio de masa y las características 
morfológicas de los tejidos artificiales cultivados en ellos [11, 25]. Los primeros 
biorreactores utilizados en ingeniería tisular fueron diseñados para el cultivo de hueso y 
cartílago. Sin embargo, su uso empieza a ser explorado para el cultivo de otro tipo de 
tejidos artificiales. En estos dispositivos se pueden llevar a cabo procesos biológicos y/o 
bioquímicos bajo condiciones ambientales monitoreadas y controladas, que permite 
inducir ciertos comportamientos en las células vivas y los tejidos [9, 24, 26, 27] 
 
En la producción de sustitutos artificiales se han utilizado diferentes tipos de biorreactores 
que permiten el control de parámetros fisicoquímicos (pH, temperatura, concentración de 
compuestos químicos y transferencia de nutrientes), en condiciones óptimas para la 
proliferación celular y la formación de tejido artificial [9, 25-28]. Entre los sistemas 
dinámicos se encuentran biorreactores de tanque agitado, denominados Spinner, en los 
que el medio es movilizado por un agitador magnético localizado en el piso. En ellos los 
coeficientes de transporte de masa son bajos cuando la agitación es lenta y los esfuerzos 
de corte pueden dañar los tejidos, cuando se manejan velocidades de agitación altas. En 
estos biorreactores, para disminuir las fuerzas de corte y obtener buenos rendimientos en 
la producción del tejido artificial es necesario encontrar un equilibrio entre la velocidad de 
agitación y el transporte de masa [9, 26, 29]. Los biorreactores Spinner tradicionalmente 
utilizados en ingeniería de tejidos, manejan volúmenes pequeños (<400mL), así que al 
igual que los reactores estáticos, pueden colocarse dentro de incubadoras que garantizan 
el suministro de gases y mantienen constante la temperatura del cultivo [9, 26, 30, 31]  
 
Otro tipo de sistemas dinámicos son los biorreactores de fibras huecas. Generalmente 
son utilizados para la producción de anticuerpos monoclonales, sin embargo, se han 
propuesto para la producción de tejido artificial. El sistema consiste en un recipiente 
cerrado en el cual se inserta un haz de fibras huecas semipermeables, entre las cuales se 
colocan las células. Las fibras imitan a los vasos sanguíneos, ya que por dentro de ellas 
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se realiza la circulación del medio de cultivo que provee de nutrientes a las células y 
remueve los desechos y residuos del metabolismo celular [26, 32]. La circulación de 
nutrientes a través de las fibras, proporciona una buena transferencia de masa, que ha 
permitido el cultivo de células hepáticas, madre, cardiovasculares, óseas y cartilaginosas [26, 
33].  
 
Uno de los sistemas dinámicos más novedoso es el biorreactor de paredes rotadas. Están 
constituidos por dos cilindros concéntricos que rotan a una velocidad de 15 a 30 rpm; 
estos cilindros pueden rotar de forma separada. Las células primero se siembran en mini-
soportes que se colocan en el espacio localizado entre los dos cilindros del biorreactor, 
donde quedan suspendidos en el medio. La rotación proporciona una lenta agitación, 
disminuyendo las fuerzas de corte y proporcionando una adecuada transferencia de 
masa. Este tipo de biorreactor ha sido probado con éxito en el cultivo de condrocitos 
(cartílago), osteoblastos y células cardiacas [9, 27, 34, 35].  
 
El biorreactor de perfusión, es un sistema dinámico ampliamente utilizado para producir 
sustitutos artificiales de tejido óseo, cartilaginoso y válvulas cardiacas [9, 26, 36-38]. En 
este sistema, el medio fluye por un lazo de circulación externo en el que una bomba 
peristáltica permite su circulación continua a través de los soportes sobre los que se van a 
sembrar las células que se encuentran dentro de la cámara de cultivo. En el reservorio se 
lleva a cabo el intercambio de gases. En este recipiente se cambia el medio gastado sin la 
necesidad de manipular la cámara de cultivo. Según la cantidad de tejido a obtener, este 
sistema permite acomodar varias cámaras con soportes [9, 26, 35].  
 
Nuestro grupo de investigación desarrolló y patentó un biorreactor tipo Spinner de 2 L 
para el escalamiento de la producción de tejido conectivo artificial. Las propiedades 
hidrodinámicas del biorreactor, tiempo de mezclado (TM) y distribución de tiempos de 
residencia (DTR), fueron determinadas usando diferentes velocidades de agitación y 
configuraciones del biorreactor. Este biorreactor ha permitido la obtención de tejido 
conectivo artificia [10, 12].  
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1.6.  Sistemas de aireación y su función en los biorreactores 
 
Para el crecimiento in vitro de células mamíferas y de tejidos, es indispensable controlar el 
pH y la concentración de O2 en el medio de cultivo. Estos dos parámetros son factores 
determinantes en el crecimiento y el metabolismo celular [16, 17, 22, 39-42]. Variaciones 
pequeñas de pH afectan el crecimiento de las células, haciéndose necesario el uso de 
reguladores que mantengan el pH en el rango óptimo para cada tipo de célula. Por 
ejemplo, el rango de pH óptimo para el cultivo de fibroblastos es de 7.4 a 7.8; mientras 
que para células cancerígenas está entre 7.0 a 7.4 [16, 18, 39]. Uno de los reguladores 
más utilizados, es la mezcla de bicarbonato de sodio y su ácido conjugado. Para 
conseguir esta mezcla, es necesario mantener una cantidad suficiente y constante de CO2 
disuelto en el medio de cultivo. El buffer de carbonatos mantiene el pH constante cuando 
se utiliza una mezcla aire-CO2 al 5% o al 10%, dependiendo de la concentración de 
carbonatos o bicarbonatos en el medio de cultivo. Cuando la concentración de CO2 en el 
medio disminuye, la capacidad reguladora del buffer se afecta produciéndose una 
alcalinización acelerada del medio. El pH alto inhibe el metabolismo celular y la síntesis 
de proteínas, lo cual afecta el crecimiento celular. También, cuando la acción reguladora 
del buffer es afectada por la concentración de sus componentes o por los residuos del 
metabolismo de las células, el pH del medio disminuye produciendo estrés y afectando el 
funcionamiento celular [39-41]. Si la concentración de CO2 en el medio aumenta, la 
concentración de las especies iónicas resultantes de su reacción con el agua también se 
incrementa afectando la osmolaridad del medio, lo cual tiene una influencia directa en la 
fisiología, el metabolismo y el crecimiento celular [41, 42]. 
 
El O2 es uno de los sustratos indispensables en el metabolismo aerobio de las células. In 
vitro se ha demostrado que la concentración de O2 en el medio influye directamente en el 
crecimiento y en la expresión génica de los fibroblastos. Así, cuando se presentan 
condiciones de hipoxia al inicio del cultivo se promueve el crecimiento celular; 
contrariamente, si el cultivo se mantiene en hipoxia crónica se inhibe el crecimiento celular 
[17, 22]. La hipoxia también regula la expresión de citoquinas y de factores de crecimiento 
como eritropoyetina, factor de crecimiento transformante beta (TGF-β), factor de 
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y el factor de crecimiento vascular (VEGF) 
[17]. Por esto, uno de los fenómenos más importantes en el cultivo de células en 
biorreactores es la transferencia de masa de gases, dióxido de carbono y O2, al medio de 
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cultivo [22, 41-44]. Para lograr una buena transferencia de masas entre la fase gaseosa y 
el medio liquido, es necesario implementar un sistema de aireación eficiente. Los 
sistemas de microdispersión de gas (burbujeo) son muy utilizados ya que proporcionan 
una alta transferencia de masa y son fáciles de operar [43]. Aunque  el burbujeo del gas 
puede causar daño en las células cultivadas [45], varias estrategias han sido estudiadas 
para proteger a las células. Entre estas se encuentran el uso de aditivos, soportes o geles 
que protegen a las células manteniéndolas en su interior y el uso de una velocidad de 
aireación baja. Uno de los aditivos más empleados con este fin, es el suero fetal bovino a 
concentraciones mayores o iguales al 10% (v/v) [43, 46]. 
 
 
1.7. Transporte de masa gas-líquido 
 
La transferencia de masa gas-líquido se puede asociar con datos experimentales, 
mediante la medición del coeficiente volumétrico de transferencia de masa global (KLa). 
Este coeficiente está relacionado con la velocidad de transferencia de masa de la fase 
gaseosa a la fase líquida [47, 48]. El KLa es específico para cada biorreactor y depende 
de variables de operación como la velocidad de agitación, la presión parcial del gas, la 
densidad del medio y la temperatura. Uno de los métodos más utilizados para la 
determinación del KLa de O2 es el método dinámico, que consiste en medir la velocidad en 
el cambio de la concentración de O2 en el medio de cultivo, después de cultivar una 
población alta de células en el biorreactor. Cuando se llega a la concentración de O2 de 
saturación, se cierra el flujo del aire en el reactor y se mide el cambio en la concentración 
de O2 en función del tiempo. Al graficar la concentración del O2 en el liquido (CL) contra el 
tiempo, se obtiene un decrecimiento lineal de la cantidad de O2 en el medio (xQo2); con la 
pendiente de esta gráfica, se determina el consumo celular de O2 disuelto. Cuando la 
concentración de O2 alcanza el mínimo, se abre el flujo de gas y se mide la concentración 
de O2 hasta llegar a la concentración de saturación de O2 en el medio. Al graficar CL 
versus 𝑑𝑑𝐶𝐶𝑙𝑙
𝐷𝐷𝐷𝐷
+  𝑥𝑥𝑄𝑄𝑂𝑂2  se obtiene la recta descrita por la Ecuación 1. La pendiente de la recta 
resultante es igual a 1
𝐾𝐾𝐿𝐿𝑎𝑎
. Para determinar la eficiencia de un sistema de aireación en la 
transferencia de masa en un sistema sin células, se puede utilizar nitrógeno para 
desplazar el O2 del medio [47-49].  
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𝐶𝐶𝐿𝐿 = 1𝐾𝐾𝐿𝐿  𝑎𝑎 �𝑑𝑑𝐶𝐶𝐿𝐿𝑑𝑑𝐷𝐷 + 𝑥𝑥𝑄𝑄𝑜𝑜2� + 𝐶𝐶∗   Ecuación 1 
 
El cálculo de las constantes volumétricas de transferencia de masa global de gases 
diferentes (A) al O2 se hace utilizando la relación que existe entre las KLa de los gases y 
sus difusividades moleculares (D). Ecuación 2 [48]. (𝑲𝑲𝑳𝑳𝒂𝒂)𝒐𝒐𝟐𝟐(𝑲𝑲𝑳𝑳𝒂𝒂)𝑨𝑨  = 𝑫𝑫𝒐𝒐𝟐𝟐𝑫𝑫𝑨𝑨   Ecuación 2 
 
1.8. Caracterización del Mezclado 
 
Los biorreactores empleados en ingeniería de tejidos deben proveer los estímulos físicos 
apropiados y permitir el acceso a reguladores y nutrientes (glucosa, aminoácidos y  
oxígeno). El mezclado afecta la homogeneidad del acceso a nutrientes y la remoción de 
residuos metabólicos celulares; genera estímulos físicos que determinan la calidad y 
uniformidad de los productos obtenidos e interviene directamente en la transferencia de 
masa entre la fase gaseosa y la fase liquida [24].  
La caracterización del mezclado de un biorreactor se lleva a cabo midiendo su tiempo de 
mezclado (TM), o estudiando su comportamiento hidrodinámico mediante la 
determinación de la distribución de los tiempos de residencia (DTR). El TM es el tiempo 
requerido por un biorreactor para alcanzar cierto grado de homogeneidad. Se puede 
medir con una reacción de neutralización ácido-base llevada a cabo dentro del 
biorreactor. En este caso el TM, es el tiempo que trascurre desde el momento en que se 
adiciona el pulso de ácido en un punto del sistema hasta la neutralización completa de la 
solución básica. También, se puede calcular utilizando un pulso de una solución salina 
estableciendo el tiempo en que el trazador se homogeniza en el reactor [50]. La 
distribución de tiempos de residencia (DTR) muestra que un fluido es un conjunto que  se 
compone por un número infinito de unidades de flujo. Cuando los elementos de flujo 
entran en un sistema se puede asumir que cada elemento se comporta de forma 
individual, determinando su permanencia en el sistema. La permanencia de los elementos 
de flujo en el sistema se relacionan mediante la función de distribución de tiempos de 
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residencia (DTR) en el reactor [51]. La DTR en un biorreactor se puede determinar  
experimentalmente introduciendo un pulso de un trazador en el instante t=o en el sistema, 
manteniendo un flujo constante, para luego medir la concentración del trazador en el 
efluente  a diferentes tiempos. El cambio de la concentración del trazador en el sistema en 
función del tiempo, se puede representar  por la función de distribución de tiempos de 
residencia E(t). Esta función muestra el comportamiento hidrodinámico del reactor [52, 53]. 
∫
∞
=
0
)(
)( (t) E
dttC
tC    Ecuación 3 
 
El denominador de la Ecuación 3 es el área bajo la curva que resulta al graficar los datos 
de concentración del trazador (C) en el sistema en función del tiempo (t). Generalmente 
se normaliza la función según la ecuación 4, para comparar el comportamiento hidrodinámico 
de reactores sin importar su tamaño. 
(t) Et)( E m=θ     Ecuación 4 
Donde θ es el tiempo normalizado y es igual a t/ tm,  [53]. tm es el tiempo de residencia 
medio. 
 
Para estudiar el tipo de mezclado de un reactor a partir de la DTR, se definen los 
siguientes términos: 
 
Tiempo de residencia medio (tm). Es la media de la distribución de los tiempos de 
residencia  
∫
∞
=
0
m )(t dtttE      Ecuación 5 
 
Varianza. Define qué tanto varían los tiempos de residencia con respecto al tm. Ecuación 6 
( ) dttEtt m )(
2
0
2 ∫
∞
−=σ    Ecuación 6 
Para evaluar si en el sistema se presenta un mezclado cercano al ideal, se emplean 
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modelos de un parámetro como el modelo de dispersión [52]. Este modelo, evalúa que tan 
dispersas se encuentran las moléculas dentro del reactor. El sistema de estudio se puede 
comparar con los modelos de mezclado ideales, utilizando el valor del número de Péclet.  
 
 
Número de dispersión y número de Péclet. El número de dispersión relaciona el flujo 
disperso, representado por D (coeficiente de dispersión), con el flujo convectivo 
representado por µ y L,  que son la velocidad de agitación en unidades de longitud/ tiempo 
y la longitud del reactor respectivamente. El número de péclet es el inverso del número de 
dispersión [54]. 
 
uL
DDN =.        Ecuación 7 
A continuación, la Tabla 1 señala el tipo de dispersión que se observa a diferentes valores 
del número de Péclet.  
 
Tabla 1. Valores del número de péclet relacionados con la dispersión en el sistema [52]  
 
Número de Péclet Dispersión 
∞ Nula 
500 Pequeña 
40 Intermedia 
5 Grande 
0 Total 
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2. OBJETIVOS 
2.1.  Objetivo General 
 
Evaluar la transferencia de CO2 al medio de cultivo en un biorreactor tipo Spinner para el 
cultivo de fibroblastos.  
 
2.2. Objetivos Específicos 
 
2.2.1.  Implementar un sistema de transferencia de aire con CO2 al 5% en un biorreactor 
tipo Spinner. 
 
2.2.2.  Establecer las condiciones de burbujeo de la mezcla aire CO2 5% que permitan 
mantener el pH inicial del medio en 7.8. 
 
2.2.3.  Estudiar las características de los tejidos obtenidos bajo las condiciones de 
operación definidas en el Objetivo Específico 4.2.2.  
 
2.2.4.  Determinar si el uso de volúmenes menores, afectan las condiciones de control 
del pH establecidas 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
3.1. Materiales  
 
3.1.1.  Células 
 
Se usaron fibroblastos provenientes de cultivos primarios de mucosa oral de conejo, 
aislados y preservados por congelamiento en trabajos anteriores de nuestro grupo [6]. Los 
crioviales fueron descongelados en un baño termostatado a 37ºC y centrifugados a 1200g 
por 10 min. El pellet obtenido fue lavado con medio fresco para eliminar las trazas de 
dimetil sulfóxido y los fibroblastos fueron resuspendidos en 1 mL de medio de cultivo 
DMEM suplementado con 1% de aminoácidos no esenciales, vitaminas, piruvato (Gibco, 
Grand Island, NY, USA), 10% suero fetal bovino (Gibco, Grand Island, NY, USA), 100 UI-
100 µg por mL penicilina/estreptomicina (Gibco, Grand Island, NY, USA) y 100 µg 
anfotericina B (ICN, Biomedicals Inc., Aurora, Ohio, USA). La viabilidad de las células 
suspendidas se evaluó con una tinción vital (Eritrosina B, Sigma, USA), siguiendo 
procedimientos descritos por el grupo [4, 5]. Después de alcanzar la confluencia, los 
cultivos se volvieron a tripsinizar y a subcultivar. Para el inóculo del biorreactor se usaron 
fibroblastos de cuarto pasaje  
 
 
3.1.2. Soportes de colágeno  
 
3.1.2.1. Aislamiento y purificación de colágeno tipo I.  
 
El colágeno se aisló a partir de fascia de bovino. La fascia fue lavada con etanol al 70%, 
despojada de tejido muscular y adiposo, luego fue cortada en pedazos pequeños que se 
sumergieron en ácido acético 0.5 M y se mantuvieron a 4°C en agitación por 2 días. 
Transcurrido este tiempo, se procedió a filtrar la suspensión. El filtrado se trató con NaOH 
5 M en cantidad suficiente para ajustar su pH alrededor de 7, se agitó y centrifugó a 
12000g durante 10 minutos a temperatura ambiente. El colágeno precipitado se lavó con 
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PBS por 24 horas y luego con agua destilada por otras 24 horas, para posteriormente 
disolverlo en ácido acético 0.1M. 
 
3.1.2.2. Elaboración de los soportes de colágeno tipo I.  
Este procedimiento se llevó a cabo modificando el protocolo de Pérez y Cols. (2001) [7]. 
Una vez conocida la concentración del colágeno extraído, esta se ajustó a 5 mg/mL. 
Posteriormente, la solución de colágeno fue vertida en moldes (Becton, Dickinson 
Labware, NJ, USA). Inmediatamente, se liofilizaron después de congelarlos a -20°C. 
Luego se adicionó glutaraldehído al 0.02%, con el fin entrecruzar el colágeno por 24 
horas. Después de lavar el exceso de glutaraldehido y liofilizar los soportes se 
esterilizaron con óxido de etileno.  
 
3.1.3. Biorreactor 
El biorreactor patentado por el Grupo de Trabajo en Ingeniería de Tejidos [ref], opera por 
fuera de una incubadora de CO2. Su capacidad máxima es de 2 litros, y el número 
máximo de soportes sembrados con fibroblastos que pueden incluirse son 24. Consta de 
un recipiente cilíndrico en vidrio de fondo plano, lo que permite que el medio sea agitado 
con un magneto de agitación no suspendido y que no se requieran aditamentos externos 
para mantenerlo en posición vertical. Recientemente, la estudiante de nuestro grupo 
Diana Isabel Nieto (en su trabajo de grado de ingeniería química) diseñó un agitador tipo 
magnético modificado con aletas suspendido, el cual se ubica a 5 cm del fondo del 
recipiente y modificó el sistema de agitación del biorreactor. En el presente trabajo se 
utilizó el biorreactor con las modificaciones introducidas por la estudiante Nieto. 
 
El recipiente tiene dos boquillas roscadas laterales para facilitar la toma de muestras, la 
inyección de trazadores, el drenaje del medio de cultivo y permitir el flujo continuo de 
medio de cultivo. Con el objetivo de evitar contaminaciones y asegurar el cierre hermético, 
posee una brida que soporta la tapa, por debajo de la cual se encuentra la corona que 
permite el ajuste de la tapa. Para que los soportes de colágeno I sembrados con las 
células puedan fijarse, cuenta con 4 columnas cada uno con siete bandejas diseñadas 
para sostener individualmente un soporte de colágeno. Las columnas atraviesan a la tapa 
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del biorreactor a través de 4 agujeros y se ajustan a esta por medio de un sistema de 
tuerca y rosca, que permite su montaje y desmontaje para variar la configuración 
geométrica del biorreactor, variar su capacidad de producción y facilitar su lavado. Las 
bandejas se construyeron con una fracción de vacío en la superficie para permitir el 
contacto con el medio de ambas caras del soporte y mejorar así la transferencia de masa 
y distribución celular en el soporte. 
El número de columnas y el número de bandejas del biorreactor pueden ser cambiados, 
ya que las primeras se pueden quitar y poner de la tapa y las segundas se encuentran 
unidas a las columnas por medio de un sistema de hendiduras en las cuales encajan a 
presión por su parte posterior. Uno de los objetivos de este trabajo fue modificar el 
sistema de aireación del biorreactor. Debido a que el nuevo sistema de aireación ocupa 
espacio, fue necesario disminuir el número de bandejas por cada columna. Por esta 
razón, en este trabajo se utilizaron 5 bandejas en cada una de las cuatro columnas del 
biorreactor. 
 
3.2. Métodos 
 
3.2.1. Implementación de un sistema de transferencia de aire y CO2 en el 
birreactor tipo Spinner. 
 
Se utilizaron dos sistemas de aireación. Un sistema de aireación superficial y un sistema 
de microdispersión de gas (microburbujeo) (Figura 1). Se estudió la eficiencia de cada 
sistema de aireación para controlar el pH y se calcularon los KLa para la transferencia de 
O2 y CO2 con cada sistema de aireación en una solución con 3.7 g/L de bicarbonato de 
sodio y 4.5 g/L de glucosa  para simular el medio de cultivo. Teniendo en cuenta 
resultados anteriores del grupo [12], en este trabajo se utilizó una velocidad de agitación 
de 60rpm. El flujo de aireación empleado fue de 0.250 vvm, el cual fue el menor flujo 
obtenido con el flujómetro del sistema de regulación de gases. Se utilizaron dos mezclas 
de gas: (CO2 5%, O2 20%, N2 75%) y (CO210%, O2 20%, N2 70%). 
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Figura 1. Sistema de aireación por microdispersión de gas. Cilindro de acero sinterizado 
con poros de 2-10 um. 
 
3.2.2. Caracterización del Mezclado  
 
Para caracterizar el mezclado del biorreactor en las condiciones de aireación y agitación 
escogidas, se evaluó la distribución de tiempos de residencia y el tiempo de mezclado 
 
3.2.2.1. Distribución de Tiempos de Residencia (DTR) 
 
Se adicionó un volumen de 1.1L de agua destilada en el biorreactor. Se estableció, un 
flujo constante de 30 mL/min de agua destilada a través del biorreactor, utilizando dos 
bombas peristálticas (Figura 2). Se inició la agitación y la aireación en el biorreactor y se 
inyectó un pulso de azul de metileno (1 mL de concentración 4,241g/L). Dos minutos 
después de inyectar el trazador, se tomaron muestras de 2mL a la salida del reactor cada 
dos minutos. Se midió la absorbancia de las muestras en un espectrofotómetro UV-Visible 
a una longitud de onda de 675nm usando agua destilada como blanco. Los valores de 
absorbancia fueron interpolados en una curva de calibración. Esta corrida experimental 
fue realizada por triplicado para observar la reproducibilidad 
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Figura 2 Esquema del montaje experimental para la determinación de los tiempos de residencia 
(DTR) de las corridas seleccionadas. Tomada de [12] 
 
3.2.2.2. Tiempo de mezclado 
 
La determinación de este parámetro se basó en medir el tiempo en el que se llevó a cabo 
una reacción de neutralización dentro del biorreactor. Para esto, se puso en marcha el 
biorreactor conteniendo 1,1 L de agua destilada utilizando condiciones de operación 
establecidas en trabajos previos [12]  En la superficie del líquido se inyectaron 100 µL de 
fenolftaleína y 250 µL NaOH (1,0 N). Después de homogenizar el sistema, en el mismo 
punto se inyectaron 250 µL de HCl (1,0 N) y se monitoreó la reacción de neutralización 
introduciendo en el biorreactor un sensor para medir el pH en función del tiempo. El 
experimento fue realizado por triplicado. El TM se determinó de dos formas: 
potenciométricamente y visualmente. En el primer método, se emplearon los datos de pH 
tomados con el sensor. El TM correspondió al tiempo requerido para que el pH se 
mantuviera en el 95% del valor final en el equilibrio [55]. En el método visual, se midió el 
tiempo requerido para el viraje del indicador de pH de rosado a incoloro.  
 
3.2.3. Control del pH en el Biorreactor 
 
En el biorreactor se adicionó 1.1L de una solución de 3.7 g/L de bicarbonato de sodio y 
4.5 g/L de glucosa, en agua desionizada. Las concentraciones de bicarbonato de sodio y 
glucosa usadas corresponden a las concentraciones que se encuentran en el medio de 
 MATERIALES Y MÉTODOS 
 
26 
 
cultivo DMEM alto en glucosa, utilizado para el cultivo de fibroblastos. Se bajó el pH de la 
solución a 7.2 con HCl al 35%, valor correspondiente al pH en el tiempo cero, según se 
ajusta normalmente el medio de cultivo para su uso. La solución de trabajo se mantuvo a 
37°C con una agitación de 60 rpm. Cuando estas condiciones fueron estables, se inició la 
aireación del biorreactor con el sistema de microdispersión de gas. Se utilizaron dos 
mezclas de gas (CO2 5%, O2 20%, N2 75%) y (CO210%, O2 20%, N2 70%). En las 
mismas condiciones, se utilizó el sistema de aireación superficial con una sola mezcla de 
gases (CO210%, O2 20%, N2 70%). Se tomaron muestras cada 8 horas durante 56 horas, 
en 3 puntos diferentes del biorreactor. En cada punto, se tomaron tres muestras de 2 mL. 
Usando el sistema de aireación que permita el mejor control en el pH, se evaluaron los 
cambios que se podían presentar al utilizar diferentes volúmenes de carga 1.1L, 0.9L y 
0.7L.   
 
3.2.4. Determinación de KLa 
 
3.2.4.1. Determinación de la Constante volumétrica de transferencia de masa 
de O2 [KLa (O2)] 
 
La determinación del KLa (O2) se hizo en una solución de NaHCO3 3.7 g/L de bicarbonato 
de sodio y 4.5g/L de glucosa en agua destilada. Se hicieron dos corridas del biorreactor, 
cada una por triplicado, empleando el sistema de microdispersión y el sistema de 
aireación superficial. Los valores de KLa (O2) sirvieron para comparar la trasferencia de 
masa de O2 y CO2 al medio proporcionada por cada sistema de aireación. En estas 
determinaciones se redujo la concentración de O2 de la solución burbujeando nitrógeno 
en el medio, luego, se realizó la aireación con cada uno de los sistemas utilizando una 
mezcla de CO2 10 %/ O2 20% balanceada con nitrógeno, con una humedad menor a 5.0 
ppm y con un flujo constante de 0,250 VVM. Finalmente se midió la concentración de O2 
disuelto en función del tiempo.  
 
Para hacer la regresión lineal de los valores obtenidos se utilizaron las siguientes 
ecuaciones:  
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)*( CCak
dt
dC
L −= Ecuación 8 
La ecuación anterior se obtiene teniendo en cuenta que no hay términos de salida, 
consumo ni producción de O2.  
En ella: 
 kLa representa el coeficiente volumétrico de transferencia de O2. 
C*: Concentración de saturación en la interfase gas-líquido 
C : Concentración de O2 en el líquido 
dCL/dt : Razón de cambio de la concentración con respecto al tiempo.  
 
Reorganizando la ecuación 8 tenemos:  
adtk
CC
dC
L=− )*(  
    Ecuación 9 
E integrando con  CL = CLo para t = 0  
   CL = CL para t = t 
    
tak
CC
CCLn L
ot
*
*
*
−=





−
−
=
  Ecuación 10 
Se graficaron los datos obtenidos en la zona de reaireación según la ecuación 10 y se 
obtuvo el valor del kLa al calcular la pendiente de la recta obtenida.  
 
3.2.4.2. Determinación de la constante volumétrica de transferencia de masa 
de dióxido de carbono KLa (CO2)  
 
Se determinó la constante volumétrica de la transferencia de dióxido de carbono utilizando 
la relación que hay entre las KLa de los gases y sus difusividades moleculares, según la 
ecuación 11.  
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 (𝐊𝐊𝐋𝐋𝐚𝐚)𝑶𝑶𝟐𝟐(𝐊𝐊𝐋𝐋𝐚𝐚)𝐂𝐂𝐂𝐂𝟐𝟐 = 𝑫𝑫𝑶𝑶𝟐𝟐𝑫𝑫𝑪𝑪𝑶𝑶𝟐𝟐   Ecuación 11 
 
 
3.2.5. Carga del biorreactor 
 
Con cada uno de los sistemas de aireación, descritos en la sección (5.2.1.), se hizo una 
corrida del biorreactor. En condiciones de esterilidad se colocaron en cada bandeja los 
soportes de colágeno I pre-humedecidos en medio de cultivo. Las bandejas con los 
soportes fueron fijadas a las columnas del biorreactor y se adicionaron 900 mL de medio 
de cultivo suplementado con suero fetal bovino al 10%. Para comprobar la esterilidad del 
sistema, en el biorreactor tapado se inyectó la mezcla aire-10% CO2 con el sistema de 
aireación evaluado y se incubó durante 24 h a 37ºC. Después de comprobar la no 
ocurrencia de crecimiento microbiano, se inoculó el biorreactor con fibroblastos viables 
resuspendidos en DMEM suplementado. La densidad celular empleada para cada corrida 
fue 2.5 x 105 cél/mL de medio y el volumen final de trabajo fue 1100 mL. Estos 
procedimientos se llevaron a cabo dentro de la cabina de flujo laminar. Después de 
cargado, el biorreactor se retiró de la cabina. 
 
3.2.6. Monitoreo del pH en el cultivo 
 
Durante los 7 días de incubación del cultivo en el biorreactor, diariamente se tomaron 
muestras de 5 mL de medio de cultivo. Inmediatamente después de extraer cada una de 
las muestras del sistema, se midió su pH con un pHmetro Metler Toledo (S20 
SevenEasy™ pH)  
 
3.2.7. Medición de la concentración de glucosa 
 
Durante los 7 días de incubación del cultivo en el biorreactor, diariamente se tomaron 
muestras de 5 mL de medio de cultivo. De las muestras tomadas se utilizaron 15 uL para 
realizar las mediciones de la concentración de glucosa con un glucómetro (Roche 
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Glucotrend 2), siguiendo las indicaciones del fabricante. Cada una de estas mediciones se 
hizo por triplicado. 
 
3.2.8. Cuantificación de las células presentes en el tejido artificial y estudio 
de las características histológicas de los tejidos obtenidos  
 
Después de 7 días de cultivo, en cada uno de los biorreactores montados, se evaluó el 
número de células por soporte empleando una determinación indirecta basada en la 
cuantificación de ADN total con el kit CyQUANT® Cell Proliferation Assay Kit (Invitrogen). 
Al mismo tiempo, muestras tomadas al azar de bandejas localizadas en diferentes puntos 
del biorreactor fueron procesadas para realizar el análisis histológico. A continuación se 
describe cada uno de estos procedimientos. 
 
3.2.8.1. Número de células obtenidas por soporte 
 
La densidad celular de los fibroblastos en los soportes de colágeno se realizó modificando 
la metodología descrita por Wang et. al. (2003)[56]. Para elaborar la curva patrón 
empleada en la cuantificación celular, se utilizaron cultivos de fibroblastos confluentes. 
Las células fueron separadas del fondo de las cajas de cultivo con una solución de 
Tripsina (0.25%)/ EDTA (0.02 %) [Gibco®, Grand Island, NY, USA]. Las células 
dispersadas, fueron recogidas en medio DMEM suplementado con SFB (10%) y 
centrifugadas a 1200 x g (Beckman, J2-MC) por 10 minutos a temperatura ambiente. El 
pellet celular se lavó con PBS y se resuspendió en 1 mL de este buffer. El número de 
células por volumen de suspensión se contó con cámara de Neubauer, después de 
aplicar una tinción vital (Eritrosina B). Posteriormente, se tomó un volumen de la 
suspensión que contenía 1x 106 células, se centrifugó, se retiró el sobrenadante y el pellet 
se congeló a -70ºC con el fin de promover la lisis celular. En un tiempo no superior a 4 
semanas después de la congelación, el pellet celular fue descongelado y resuspendido en 
1 mL de la solución de cuantificación de DNA del kit de proliferación celular CyQUANT®, 
siguiendo las instrucciones del fabricante. De este mililitro se tomaron diferentes 
volúmenes que fueron completados a 800uL con la solución de cuantificación 
proporcionada por el kit. Las diferentes concentraciones celulares empleadas para la 
elaboración de la curva son presentadas en la tabla del anexo C. De cada uno de los 
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800uL obtenidos, se tomaron 200 µl que fueron colocados en diferentes pozos de una 
placa de 96 pozos. Después de 40 minutos de incubación a temperatura ambiente y en 
oscuridad, se realizó la lectura de la placa en un fluorómetro (triad, DYNEX technologies) 
con longitudes de onda de excitación y de emisión de 485 y 535 nm, respectivamente. 
Estos análisis fueron llevados a cabo por triplicado y los promedios de los datos de 
fluorescencia obtenidos se graficaron en función de la concentración celular por pozo. 
 
Para la cuantificación de las células por soporte se tomaron 8 soportes de cada reactor, 
se lavaron con PBS tres veces y luego cada soporte fue sumergido en 3 mL de 
colagenasa tipo I (Gibco®, Grand Island, NY, USA) al 0.2% en solución buffer de fosfato 
de sodio (PBS) e incubados por 24 horas a 37° C. Luego, las muestras fueron 
almacenadas a -70ºC por un tiempo no superior a 4 semanas. Para la cuantificación de 
las muestras se colocaron tres alícuotas de 100uL por cada muestra, en una placa de 96 
pozos y se completó a volumen con 100uL de solución de cuantificación. Después de 40 
minutos de incubación a temperatura ambiente y en oscuridad, se midió la fluorescencia 
de las muestras y de tres blancos de la forma anteriormente descrita. Los datos de 
emisión se interpolaron en la curva de calibración para calcular el número de células por 
soporte. Los resultados se analizaron estadísticamente utilizando una ANOVA con 
muestreo (anexo C), para comparar la influencia de cada tratamiento (sistema de 
aireación) en el número de células por soportes al día 7 de incubación. 
 
3.2.8.2. Evaluación histológica 
 
Después de incubar 7 días, de cada biorreactor se tomaron 8 soportes sembrados con 
fibroblastos y se colocaron en una solución de glutaraldehído al 4% en buffer de fosfato 
(PBS, pH 7.4) a 4ºC durante 24 horas. Las muestras se deshidrataron en series 
ascendentes de etanol (70%, 80%, 90% y 100%), se transfirieron a xilol al 100% por 30 
minutos y se incluyeron en parafina fundida. Al endurecerse los bloques de parafina, se 
realizaron cortes de 5 µm con un micrótomo, los cuales fueron colocados en láminas 
portaobjetos. Después de desparafinar con xilol y lavar con series descendentes de etanol 
para eliminar el xilol, se procedió a teñir con hematoxilina-eosina (Ham, 1969). Los cortes 
se observaron en el microscopio de luz y se realizó la captura de imágenes empleando el 
programa NIS Elements-F.    
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5.2.9 Análisis Estadístico 
Los datos correspondientes a la cuantificación de las células en los soportes fueron 
analizados con un análisis de varianza con muestreo (Anexo C). Los datos 
correspondientes a los otros experimentos se presentan con la desviación estándar de las 
mediciones realizadas por triplicado 
 
  
 RESULTADOS 
 
32 
 
4. RESULTADOS 
4.1. Implementación de un sistema de transferencia de aire y CO2 en el 
birreactor tipo Spinner. 
 
4.1.1. Caracterización del Mezclado  
Inicialmente se llevó a cabo la determinación de la Distribución de Tiempos de Residencia 
(DTR). La gráfica obtenida de la (DTR) o edades de distribución E (t) (Figura 3), muestra 
la superposición de cada una de las curvas elaboradas con los datos provenientes de las 
3 réplicas del experimento. Sin embargo, se observaron pequeñas fluctuaciones de los 
valores de E (t) en 6 de los tiempos estudiados. 
 
 
Figura 3. Distribución de los tiempos de residencia. Las condiciones de operación del 
biorreactor fueron 60rpm (velocidad de agitación) 0.250 vvm (flujo de aireación la mezcla 
gaseosa). Se presentan curvas de tres experimentos diferentes. 
 
 
Al comparar las curvas de las edades de distribución normalizadas [E (Ɵ )] con la curva 
de comportamiento ideal del mezclado del biorreactor (Figura 4), se observa que el 
comportamiento de las curvas elaboradas con los datos experimentales es similar al 
comportamiento de la curva característica del mezclado ideal del biorreactor. 
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Figura 4. Gráfica de la distribución de tiempos de residencia normalizados E (θ). Se presentan 
las curvas de los tiempos de residencia normalizados correspondientes al biorreactor operado a 60 
rpm, con un flujo de aireación de 0.250 vvm. La curva sólida negra (  ).representa los tiempos del 
biorreactor con mezclado ideal; las curvas con colores (  ), (  ), (  ) muestran las funciones 
resultantes de graficar los datos experimentales provenientes de 3 réplicas. 
 
 
El tiempo de residencia medio, la varianza y la varianza adimensional fueron calculados a 
partir de los valores experimentales representados en la Figura 4. Con estos valores y la 
función de las edades de distribución normalizadas, se calcularon el número de Péclet y el 
numero de dispersión (Ver Tabla 2). El valor del numero de Péclet obtenido, indica que el 
mezclado del biorreactor presenta una alta dispersión (ver Tabla 1) 
 
Tabla 2.  Parámetros de DTR calculadas para las condiciones de estudio. 
Tiempo de residencia medio en (min) 30.63 + 0.11 
Varianza (min-1) 581,91+ 4.6 
Varianza adimensional (σ-1) 0,62 + 0,001 
Número de Péclet 1,64 + 0,009 
Número de dispersión 0.61 + 0,003 
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4.1.2. Tiempo de mezclado (TM) 
 
En Materiales y Métodos se describió el biorreactor empleado en este trabajo y se 
mencionó que cuenta con un sistema de agitación suspendido, diferente al no suspendido 
del biorreactor original. La Tabla 3 presenta los TM obtenidos con el método visual y con 
el método potenciométrico. También, incluye los resultados obtenidos en un trabajo 
anterior del grupo, en el que se utilizó como sistema de agitación una barra magnética en 
la base del biorreactor y un sistema de aireación superficial [12]. Como se puede ver, los 
TM disminuyen en el biorreactor modificado. 
 
 
Tabla 3. Tiempo de Mezclado 
 
Réplica Método 
visual (s) 
Método 
potenciométrico 
(s) 
1 29 44 
2 28 44 
3 34 48 
4 30 46 
Promedio 30 +/- 2.63 45 +/- 1.82 
Resultados 
sistema 
anterior (12) 
77+/- 7 74 +/- 2 
 
 
 
Los datos obtenidos al determinar el TM del biorreactor operado con aireación por 
microdispersión, indican que estos son menores que los del biorreactor operado con 
aireación superficial. La Figura 5, presenta una imagen de los resultados de la 
determinación del TM con el método visual en la que se observa el viraje de la 
fenolftaleína en la solución inicialmente alcalina, luego de haber inyectado el pulso de HCl 
en el sistema. El panel A, corresponde a la medición del tiempo de mezclado realizada 
con el sistema de aireación por microdispersión. El panel B, muestra la medición realizada 
con el sistema de aireación superficial. 
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Figura 5. Comparación de los tiempos de mezclado entre dos sistemas de agitación. Biorreactor 
con sistema de aireación por microdispersión de gas y agitador tipo magnético modificado con 
aletas suspendido a 5cm del fondo del biorreactor (A). Biorreactor con sistema de aireación 
superficial y barra de agitación magnética de 5cm de lardo por 1cm de diámetro en el fondo del 
recipiente (B).  
 
4.1.3. Reproducibilidad de las variables medias en el biorreactor 
 
Se midió el pH de tres muestras del fluido de trabajo, tomadas cada 8 horas del 
biorreactor operado en tres condiciones de aireación diferentes: (a) Microdispersión de 
aire/CO2 10%; (b) Microdispersión de aire/ CO2 5% (c) Aireación superficial de CO2 10%. 
Se graficaron los promedios de los valores de pH en función del tiempo. Para cada 
condición, la corrida experimental se hizo por triplicado. Los resultados señalan que el pH 
es el mismo a lo largo del biorreactor (Figura 6).  
 
 
Figura 6. Determinación del pH de la solución de trabajo en función del tiempo. D: Microdispersión 
de aire, S: aireación superficial. 
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4.2. Estudio del control del pH en el biorreactor operado sin células  
4.2.1. Control del pH simulando las condiciones del cultivo de células 
 
Teniendo en cuenta que las corridas experimentales son altamente reproducibles y para 
facilitar la visualización del comportamiento del pH vs tiempo para cada condición de 
aireación, en la Figura 7 se graficó el promedio de los nueve datos obtenidos de tres 
réplicas de la medición de pH en función del tiempo. 
 
 
Figura 7. Determinación de pH de la solución de trabajo en función del tiempo. Valores de pH 
medidos en el biorreactor operado con: Sistema de aireación por microdispersión de gas y la mezcla de 
aire/ CO2 5%( ); Sistema de aireación por microdispersión de gas y la mezcla de aire-CO2 10%( ) y 
Sistema de aireación superficial y la mezcla de aire CO2 10% ( ) 
 
 
La Figura 8 muestra la grafica del pH de la solución de trabajo en función del tiempo en el 
biorreactor utilizando el sistema de aireación por microdispersion y la mezcla de aire-CO210%. 
Estas condiciones fueron escogidas debido a que mostraron los mejores resultados durante la 
evaluación del control del pH (Figura 7). Los resultados indican que el pH de la solución en el 
biorreactor es igual al utilizar diferentes volúmenes de carga.  
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Figura 8. Determinación del pH en función del volumen de trabajo en función del tiempo. Se 
incluyen las gráficas correspondientes al biorreactor operado con el sistema de aireación por 
microdispersión de gas y la mezcla aire CO2 10%. Los volúmenes de trabajo evaluados, fueron: 
1.1L ( ), 0.9L, ( ) 07L. ( ) 
 
4.2.2. Eficiencia en el control del pH  
 
La Figura 9 muestra la variación del pH de la solución de trabajo en función del tiempo, 
cuando es aireada con cada uno de los sistemas estudiados. En este experimento se 
partió del pH de la solución de bicarbonato de sodio disuelto (3.7g/L; pH: 8.45), sin ajustar 
al pH de cultivo y hasta obtener un pH constante cercano a 7.8. 
 
 
Figura 9. Determinación del tiempo requerido para regular el pH del medio de cultivo del 
biorreactor. Estas determinaciones se hicieron con el biorreactor operado con el sistema de aireación por 
microdispersión de gas ( ) y con el biorreactor operado con el sistema de aireación superficial ( ), contra 
el tiempo.  
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4.3. Constante Volumétrica de Transferencia de O2 y CO2 (KLa) 
 
La Figura 10 presenta las rectas resultantes de graficar ln(1-Cl/Cg) contra el tiempo 
(segundos), donde Cl es la concentración de O2 en un tiempo determinado y Cg es la 
concentración de O2 cuando la solución está completamente saturada. La pendiente de 
estas rectas es igual a - KLa.  
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Figura 10. Determinación de las constantes volumétricas de transferencia de masa (kLa). 
Rectas obtenidas al graficar ln(1-cl/cg) en función del tiempo. El panel A, muestra la recta 
correspondiente al biorreactor operado con el sistema de aireación por microdispersión. El 
panel B, muestra la recta correspondiente al biorreactor operado con el sistema de aireación 
superficial. 
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Tabla 4. Promedio de los valores kLa de O2 y CO2 calculados.  
 
 
 
 
 
4.3.1. Tiempo de respuesta del oxímetro  
 
En la Figura 11 se muestra la curva resultante de graficar la concentración de O2 en agua 
destilada en función del tiempo en segundos. El tiempo de respuesta (τ ) es el tiempo 
empleado en alcanzar el 63% de la concentración de saturación. Si τ es menor al inverso 
del kLa, los valores de la constante determinados son válidos.  
 
 
Figura 11. Evaluación de la concentración de O2 en función tiempo. Las mediciones de la 
concentración de O2 en agua destilada, se realizaron después de saturarla con nitrógeno y 
reincorporar el O2 en el sistema. La determinación del tiempo de respuesta del electrodo se hizo por 
triplicado. 
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Tabla 5 Promedio de tiempo de respuesta del sensor de O2 
 
Temperatura (°C) Tiempo de respuesta (s) 
20 72 
 
Criterio: 
Tiempo de respuesta del oxímetro: 72 (s)  
Se verificó la respuesta del sensor con los KLa para los dos sistemas de aireación.  
 
τ   < 1/ kLa   Respuesta adecuada 
72 (s)  <  171  Dispersión 
72 (s) <  16364  Superficial    
 
 
4.4. Estudio del cultivo de fibroblastos sembrados en soportes de 
colágeno e incubados en el biorreactor con cada sistema de aireación 
4.4.1. Medición de Parámetros del Proceso de| Cultivo  
4.4.1.1. Consumo de glucosa 
La Figura 12 muestra el cambio de la concentración de glucosa en el medio de cultivo del 
biorreactor cargado con los soportes sembrados con fibroblastos de mucosa oral de 
conejo, en función del tiempo. Se realizó una corrida con cada uno de los sistemas de 
aireación. La disminución de la concentración de glucosa en el medio en ambos casos es 
evidente, siendo significativamente mayor la disminución de la concentración de glucosa 
en el medio de cultivo del biorreactor que utilizó el sistema de aireación por 
microdispersión. Las concentraciones de glucosa al séptimo día, fueron: 2560mg/L 
(Aeración superficial) y 1737 mg/L (Aireación por microdispersión). 
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Figura 12. Determinación de la concentración de glucosa en el medio de cultivo del biorreactor 
en función del tiempo. Se presentan los resultados del biorreactor operado con el sistema de aireación por 
microdispersión ( ) y con el biorreactor operado con el sistema de aireación superficial ( ). 
 
4.4.1.2. Control del pH 
La Figura 13 muestra las variaciones del pH del medio durante los siete días de cultivo de 
los soportes de colágeno sembrados con fibroblastos, en el biorreactor operado utilizando 
cada uno de los sistemas de aireación. En ambos casos el pH disminuye en el medio de 
cultivo en función del tiempo, siendo mayor la disminución del pH en el medio de cultivo 
del biorreactor que utilizó el sistema de aireación por microdispersión. 
 
 
Figura 13. Determinación del pH del medio de cultivo del biorreactor en función del tiempo. Se 
presentan las mediciones obtenidas del biorreactor operado con el sistema de aireación por microdispersión 
( ) y del biorreactor operado con el sistema de aireación superficial ( ). 
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4.4.1.3. Concentración de O2 
 
En la Figura 14 se presentan los datos correspondientes al promedio de las mediciones 
diarias de la concentración de O2 en el medio de cultivo, durante siete días, de 
biorreactores cargados con fibroblastos sembrados sobre soportes de colágeno tipo I, 
operados con cada uno de los sistemas de aireación. Las gráficas de los datos señalan 
que la concentración de O2 es significativamente mayor en el medio del biorreactor 
aireado con el sistema de microdispersión que en el medio del biorreactor que utilizó el 
sistema de aireación superficial. 
 
 
 
Figura 14. Evaluación de la concentración de O2 en función del tiempo. Se incluyen las 
mediciones de la concentración de O2 en el medio de cultivo del biorreactor operado con el sistema de 
aireación por microdispersión de gas ( ) y con el sistema de aireación superficial ( ).  
 
4.4.2. Estudio de los tejidos artificiales obtenidos en los cultivos realizados en el 
biorreactor 
 
Se determinó el número de células por soportes y se tomaron fotos a cortes histológicos 
de 5µm de espesor de los tejidos artificiales obtenidos en el biorreactor con cada sistema 
de aireación. 
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4.4.2.1. Número de células por soporte 
 
La curva patrón elaborada con los promedios de los valores de fluorescencia medidos en 
función de la concentración celular por pozo, mostraron una correlación lineal entre las 
dos variables (R2 = 0.91) como se muestra en la Figura 15. 
 
 
 
Figura 15. Curva Patrón empleada para el conteo de los fibroblastos presentes en 
los soportes de colágeno I sembrados con fibroblastos. Los datos resultantes de 
interpolar las mediciones de absorbancia obtenidas para los extractos provenientes de los 
soportes tomados del biorreactor en el séptimo día de cultivo, fueron transformados a las 
unidades de células por soporte. Para el tratamiento estadístico de los datos se usó un 
análisis de varianza con muestreo (Anexo C).  
 
 
Tabla 6. Número de de células por soporte de colágeno I, a los 7 d. 
Sistema de aireación Número de células 
cell/soporte 
Valor P 
Microdispersión 6.5 x105 
2,0E-05 Superficial 4.2 x105 
 
4.4.2.2. Evaluación Histológica 
Los cortes histológicos de soportes sembrados con fibroblastos e incubados durante 7 
días en el biorreactor operado con cada sistema de aireación, fueron teñidos con 
hematoxilina-eosina. En la Figura 16 se presentan imágenes representativas de los 
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resultados. La filas 1, 2 y 3 muestras soportes tomados de la parte alta, media y baja del 
biorreactor; respectivamente. Los paneles A, C y E, corresponden a muestra tomadas del 
biorreactor operado con aireación por microdispersión; los paneles B, D y F, corresponden 
a muestras tomadas del biorreactor operado con aireación superficial. Aparentemente, el 
crecimiento celular en los soportes es mayor cuando la aireación ocurre por 
microdispersión que cuando se hace aireación superficial. También, parece que el 
crecimiento en diferentes puntos del biorreactor es similar. 
 
 
Figura 16 Evaluación histológica de los soportes sembrados muestreados al día 7. Los paneles 
A, C, E representan cortes histológicos de tres diferentes muestras tomadas del biorreactor operado con 
sistema de aireación por microdispersión. Los paneles D, E, F representan cortes de las muestras tomadas del 
biorreactor operado con el sistema de aireación superficial. Convenciones: (C) Fibras de colágeno. (F) 
Fibroblastos. Tinción H-E 
 
En la Figura 17, se incluyen diferentes magnificaciones de imágenes de cortes de 
muestras tomadas del biorreactor operado con aireación por microdispersión en el día 7, 
para hacer evidente la presencia de fibroblastos nucleados y matriz extracelular 
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sintetizada por ellos. En la figura se señalan las fibras de colágeno del soporte que no han 
sido degradadas por las proteinasas sintetizadas por las células presentes en el soporte.  
 
 
Figura 17. Cortes histológicos de muestras tomadas el día 7 del biorreactor operado con 
microdispersión. En las columnas de izquierda a derecha se incluyen imágenes con diferentes 
magnificaciones. De arriba hacia abajo se presentan las muestras tomadas de diferentes partes del 
biorreactor (Primera fila: alta; segunda fila: media; tercera fila: baja). Convenciones: Fibras de 
colágeno (C), matriz extracelular (ME), fibroblastos (F). 
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5. DISCUSIÓN DE RESULTADOS 
 
La producción de tejido conectivo artificial en un biorreactor tipo Spinner, requiere 
mantener y controlar las condiciones ambientales del cultivo. El pH y la concentración de 
O2 en el medio son factores determinantes en el crecimiento, la morfología y la expresión 
génica de las células cultivadas [17, 39, 57]. Los trabajos que han utilizado biorreactores 
tipo Spinner para la producción de tejido, muestran sistemas que manejan volúmenes de 
carga menores o iguales a 500 mL; adicionalmente, el control de las condiciones 
ambientales del cultivo se hace en una incubadora [9, 30, 31]. El grupo de Trabajo en 
Ingeniería de Tejidos, desarrolló un biorreactor tipo Spinner para la producción de tejido 
conectivo, con una capacidad mayor a la de los sistemas reportados [11]. La 
caracterización de las propiedades del biorreactor, mostró que había problemas con el 
control del pH y con la transferencia de O2 al medio de cultivo [10, 12]. Con el fin de 
superar estos inconvenientes, en este trabajo se modificó el sistema de aireación del 
biorreactor original. Igualmente, se evaluó y comparó el efecto del sistema original y del 
nuevo sistema en el control del pH, la concentración de O2, y el crecimiento de 
fibroblastos de mucosa oral de conejo sembrados en soportes de colágeno tipo I.  
 
El mezclado del biorreactor diseñado, desarrollado y patentado por nosotros fue 
caracterizado, en una tesis de maestría del grupo [12], empleando aireación superficial y 
agitación con un magneto no suspendido. En el presente trabajo, se empleó un 
biorreactor con el sistema de agitación modificado y se implementó un sistema de 
aireación por microdispersión de gas. Debido a que estos cambios afectan el flujo del 
medio, fue necesario caracterizar el mezclado del biorreactor modificado para asegurar 
que todas las variables estudiadas representaran datos globales, sin importar el punto 
donde fueran medidas. Esta caracterización se hizo sin células y empleando como 
solución de trabajo Glucosa y NaHCO3 en agua destilada (Ver Materiales y Métodos). 
 
Los tiempos de mezclado (TM) encontrados en el biorreactor modificado, operado con la 
misma velocidad de agitación y la misma configuración de columnas y bandejas utilizadas 
por Castro A. en la tesis de maestría reportada, fueron menores. Sin embargo, los 
comportamientos de las funciones de DTR fueron similares. Aunque las curvas de DTR 
mostraron fluctuaciones, estas también disminuyeron con respecto a las observadas en el 
trabajo anterior [12]. Teniendo en cuenta que el flujo de aireación es bajo, la disminución 
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de fluctuaciones observada puede deberse a que el sistema de agitación del biorreactor 
modificado no genera volúmenes muertos entre las columnas, fenómeno que si fue 
detectado por Castro A. cuando estudió el mezclado del biorreactor original. El TM 
calculado con los datos obtenidos en el presente  trabajo, indica que el mezclado del 
biorreactor modificado tiende a comportarse como el de un sistema de mezcla perfecta y 
que se mejoró el comportamiento hidrodinámico del biorreactor [52, 53]. El número de 
Péclet calculado en las nuevas condiciones de operación, señala que el mezclado del 
biorreactor es altamente disperso debido a la turbulencia creada por la agitación del 
medio [12, 52, 53]. Debido al mejoramiento del mezclado, se puede afirmar que los 
valores de las variables medidas en cualquier punto del biorreactor son globales. La 
pequeña desviación estándar (0.01<x<0.03) de las mediciones de los valores de pH en 
función del tiempo, evaluados en tres diferentes puntos del biorreactor, soporta esta 
afirmación. 
 
El sistema inicial de aireación superficial del biorreactor, fue creado para imitar la 
aireación de las incubadoras empleadas en cultivo celular. Los volúmenes de los cultivos 
que se colocan dentro de una incubadora son pequeños, debido a que los tamaños de los 
recipientes de cultivo están limitados por el tamaño de esta. En consecuencia, la 
transferencia de gases al medio es suficiente, así el área superficial de contacto entre las 
fases sea pequeña. Como se mencionó en este documento, trabajos anteriores del grupo 
pusieron en evidencia la falta de regulación del pH en el intervalo óptimo para el cultivo de 
fibroblastos (7.4<pH<7.8), en el biorreactor operado con aireación superficial [10, 12]. Una 
hipótesis del presente trabajo fue que este hecho ocurría porque la transferencia de masa 
de CO2 al medio era baja, debido a que los volúmenes de operación del biorreactor 
(0.7<Volumen<1.5 L) eran mayores que los de los recipientes empleados para hacer 
cultivos estáticos dentro de una incubadora. La evaluación del pH de la solución de 
trabajo con la misma concentración de NaHCO3 de los medios de cultivo y aireada con la 
microdispersión de una mezcla de aire / CO2 5%, mostró que el pH de la solución fue 
mayor a 8.0. Este hecho indica que no es suficiente aumentar el área superficial de 
contacto entre las fases para regular el pH. Nuestros datos sugieren que la concentración 
de saturación de CO2 en el medio de cultivo que se puede obtener cuando la fase 
gaseosa contiene una saturación de CO2 del 5%, no es suficiente para lograr el pH 
deseado debido a la alta concentración de NaHCO3 que tiene el medio DMEM alto en 
glucosa. 
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Teniendo en cuenta los resultados descritos en el párrafo anterior, se decidió aumentar la 
concentración de CO2 en la mezcla de gases utilizada en el biorreactor [58]. La 
microdispersión de una mezcla aire / CO2 10% en la solución de NaHCO3, causó que el 
pH de la solución se mantuviera por debajo de 7.8. En estas corridas del biorreactor, el pH 
inicial de los medios se ajustó a 7.2 con HCl 2M, que es el valor inicial de pH del medio 
DMEM alto en glucosa. Como estas corridas experimentales se empezaron a hacer con 
un pH inicial del sistema por debajo de 7.8, que es él pH de equilibrio del buffer, no se 
vieron diferencias entre las mediciones hechas con los dos sistemas de aireación, ya que 
ambos mantuvieron el pH de la solución por debajo de 7.8. Sin embargo, con el sistema 
de aireación por microdispersión el pH de la solución llego al punto de equilibrio más 
rápido. Teniendo en cuenta este comportamiento, se compararon los dos sistemas de 
aireación evaluando la eficiencia de cada uno para bajar el pH inicial de la solución de 
trabajo (8.45) al pH de equilibrio del sistema buffer (7.8). Los resultados obtenidos con 
este ensayo, indican que la microdispersión hace que el pH de la solución baje 10 veces 
más rápido que la aireación superficial. Esto muestra que éste sistema es mucho más 
eficiente en la transferencia del CO2 al medio de cultivo, que el sistema de aireación 
superficial y por ende es mucho más eficiente controlando el pH del medio en el 
biorreactor. 
 
La evaluación del pH en el biorreactor con aireación por microdispersión con diferentes 
volúmenes de carga, mostró que el pH es independiente del volumen de carga. Este 
hallazgo indica que el biorreactor se puede utilizar con menos de la capacidad máxima del 
sistema (1.5 L). Este hallazgo es importante, porque indica que el biorreactor puede ser 
utilizado con una capacidad menor cuando sea necesario llevar a cabo estudios a escala 
de laboratorio, lo cual ahorra costos. 
 
La determinación del coeficiente volumétrico de transferencia de O2 empleando la misma 
agitación, aireación, pH y solución de trabajo descritas, confirmó que efectivamente la 
transferencia de gases de la fase gaseosa a la fase líquida es incrementada con la 
aireación por microdispersión; este incremento, hace que mejore el control del pH y la 
oxigenación del sistema. El control de estas variables con el sistema de aireación facilita 
la manipulación precisa y rápida de las condiciones ambientales de los cultivos de tejido 
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artificial en el biorreactor. También, posibilita el estudio del comportamiento de las células 
al variar el pH o la concentración de O2 en el medio,  estudios que serían inviables en el 
biorreactor tipo Spinner del grupo sin el uso del sistema de aireación implementado en 
este trabajo. Poder estudiar el efecto de la concentración de O2 en nuestro biorreactor 
permitirá evaluar el efecto de la concentración de O2 en los perfiles de secreción de los 
fibroblastos sembrados en los soportes de colágeno I, tema de dos proyectos de 
investigación que el grupo está adelantando. 
 
Es aceptado que los sistemas de aireación por microdispersión de gas, en el cultivo de 
células animales, pueden producir daño y muerte celular [45, 46, 59]. Para obtener los 
beneficios del cultivo en biorreactor sin que las células se vean afectadas por las burbujas 
producidas, se han descrito diferentes  formas de protegerlas entre las que se encuentran 
el uso de antiespumantes o tensoactivos, suero en concentraciones mayores al 10% y su 
encapsulación en soportes [46, 59]. En los cultivos de tejidos artificiales se utilizan células 
anclaje-dependientes sembradas en soportes porosos y los medios utilizados para estos, 
generalmente se suplementan con suero a concentraciones por encima del 10%. Por 
esto, es posible inferir que en los cultivos de tejido hechos en este trabajo el daño celular 
causado por las burbujas producidas por el microdispersor, fue mínimo. 
 
Se sembraron fibroblastos de mucosa oral de conejo en soportes de colágeno tipo I y se 
cultivaron en el biorreactor, operado con aireación superficial o con aireación por 
microdispersión. Durante este proceso, diariamente se midió la concentración de glucosa 
en el medio y se monitoreó el pH, como indicadores indirectos del metabolismo y el 
crecimiento celular. Los datos indican que en el momento del inoculo, el pH del biorreactor 
aireado con microdispersión era menor a 7.8, mientras que en el cultivo aireado 
superficialmente era cercano a 8.0. Esto soporta aun más, que la microdispersión de la 
fase gaseosa controla el pH con mayor eficiencia que la aireación superficial al inicio del 
proceso. El pH en el cultivo aireado con microdispersión decreció más rápidamente que 
en el cultivo aireado superficialmente: El mismo comportamiento fue observado al evaluar 
el consumo de glucosa. En conjunto, estos datos sugieren que el microburbujeo estimula 
el crecimiento celular debido a que, como indican datos presentados en este trabajo, 
aumenta el O2 disponible en el medio. 
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Para comparar los productos obtenidos en el biorreactor con cada uno de los sistemas de 
aireación, se cuantificó el número de células por soporte y se tomaron cortes histológicos 
de soportes sembrados con los fibroblastos, tomados de diferentes posiciones en el 
birreactor después a los 7 días de cultivo. Nuestros datos revelan que el número de 
células en los soportes cultivados en el biorreactor con el sistema de aireación por 
microburbujeo, es mayor que el observado en los soportes cultivados en el biorreactor 
provisto de aireación superficial. Adicionalmente, la apariencia histológica de los soportes 
sembrados con fibroblastos, en ambos casos indica la producción de nueva matriz 
extracelular.  Sin embargo, los soportes sembrados que fueron incubados en medio 
aireado con microdispersión aparentan tener más tejido artificial que los que se incubaron 
con aireación superficial. Estos resultados ratifican que la regulación del pH, el consumo 
celular de glucosa y la transferencia de O2 son mejores en el sistema de aireación por 
microdispersión que en el de aireación superficial. Igualmente, que el ambiente creado 
con la microdispersión de la fase gaseosa favorece el crecimiento celular. En el cultivo de 
fibroblastos en soportes de colágeno I, se puede afirmar que los beneficios derivados de 
utilizar el sistema de aireación superan los problemas causados por el contacto de las 
burbujas con las células.  
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6. CONCLUSIONES 
 
El conjunto de datos presentados en este trabajo permiten concluir que debido a la mayor 
área superficial de contacto entre las fases gaseosa y liquida obtenida al utilizar el sistema 
de aireación por microdispersión, se logra una mayor transferencia de O2 al medio de 
cultivo y por lo tanto se obtiene una mayor concentración de O2 en el medio. El sistema de 
aireación por microdispersión de gas, también permite regular el pH del medio de cultivo 
de forma más eficiente que el sistema de aireación superficial, al proporcionar una 
transferencia más rápida de CO2 de la fase gaseosa a la fase liquida. Estas ventajas 
hacen que se pueda tener un mejor control del proceso, lo cual se refleja en el mayor 
crecimiento celular observado en el sistema de aireación por microdispersión.  
 
Aunque existen numerosos trabajos que estudian y demuestran que las burbujas 
producidas por los sistemas de microdispersión de gas causan daño y muerte a las 
células cultivadas; nuestro trabajo demostró que el uso de este tipo de sistemas para 
cultivos de células inmovilizadas en soportes en presencia de medio suplementado con 
suero fetal bovino al 10%, no afecta negativamente el comportamiento celular. 
 
Es importante resaltar que en la revisión bibliográfica adelantada durante la ejecución de 
este proyecto, no se encontraron trabajos que utilicen o evalúen el uso de sistemas de 
aireación por microdispersión de gas en biorreactores de tanque agitado para el cultivo de 
sustitutos artificiales de tejidos, seguramente debido a que los biorreactores de este tipo 
que se han desarrollado para ingeniería de tejidos son de escalas tan pequeñas que son 
manejados dentro incubadoras de CO2.  
 
Los datos presentados en este trabajo muestran que para iniciar el escalamiento de 
biorreactores de tanque agitado para la producción de sustitutos artificiales de tejido, es 
necesario utilizar sistemas de aireación y de control de la transferencia de masa gas-
liquido mucho más eficientes que sistemas de aireación similares al utilizado por las 
incubadoras de CO2. Este trabajo de investigación presenta por primera vez y con éxito, 
los sistemas de microdispersión de gas (burbujeo) como una herramienta viable para el 
escalamiento de biorreactores de tanque agitado para la producción de tejido conectivo 
artificial de mucosa y piel.  
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7. RECOMENDACIONES 
 
Teniendo en cuenta que el sistema de aireación por microdispersión mantiene una alta 
concentración de O2 en el medio y que esta concentración no baja durante el cultivo de 
las células, se puede estudiar el uso de flujos de aireación menores a 0,250 vvm y su 
efecto en el crecimiento de las células en el biorreactor. Lo anterior debido a que al 
disminuir la velocidad de burbujeo se disminuyen también la turbulencia y los esfuerzos 
de corte causados por el sistema de aireación, lo que puede mejorar los resultados 
obtenidos en este trabajo. Sin embargo la disminución del flujo no debe alterar 
significativamente la transferencia de masa de los gases al medio de cultivo ni la 
eficiencia del control del pH. 
 
El monitoreo del pH durante el cultivo de las células, mostró que el pH baja más rápido 
con la aireación por microdispersión. También, fue evidente que el consumo de glucosa  y 
el crecimiento celular con este sistema, fueron mayores. La baja de pH podría ser 
regulada en valores que no afecten el funcionamiento de las células, instalando un 
sistema que mezcle O2, CO2, y N2 y que disminuya la concentración de CO2 durante el 
cultivo de las células en el biorreactor. Este sistema junto con un potenciómetro de 
procesos, permitirán mantener el valor del pH constante durante toda la incubación. 
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ANEXO A  
 
 
 
Tabla 1A. Componentes del kit de proliferación celular CyQUANT® Cell Proliferation 
Assay Kit (Invitrogen). 
COMPONENTE CONCENTRACIÓN 
CyQUANT®GR Dye 400 X en DMSO 
Buffer de Lisis Celular 20 X 
 
 
Tabla 2A. Componentes de la solución de cuantificación.  
COMPONENTE CONCENTRACIÓN 
CyQUANT®GR Dye 1 X  
Buffer de Lisis Celular 1 X 
Agua Destilada ------------- 
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ANEXO B 
 
Figura B 1 Curva de calibración para calcular la concentración de azul de metileno (DTR) 
 
 
 
Tabla B1. Valores de la curva de calibración para calcular la concentración de azul de 
metileno (DTR) 
C trazador Absorvancia 
675 
0,80 0,1209 
1,60 0,259 
2,40 0,3486 
3,20 0,5227 
4,00 0,6198 
 
 
 
y = 0,157x - 0,004
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ANEXO C  
 
Tabla C1. Diluciones y concentraciones usadas en la curva de calibración para el cálculo 
del número de células por soporte 
Volumen 
Células 
Volumen de buffer 
cuantificación 1X 
[Células]  
cell/mL 
0 800 0 
40 760 50000 
80 720 100000 
120 680 150000 
200 640 200000 
 
Tabla C2. Resultados del número de células de las muestras tomadas de cada soporte 
sembrado con fibroblastos, después de 7 días de incubación. 
Sistema de aireación micro dispersión Sistema de aireación superficil 
713 512 459 315 297 334 
618 603 629 421 393 415 
628 641 521 506 536 489 
612 600 618 378 344 373 
693 704 625 443 437 406 
782 764 652 591 498 616 
678 783 624 375 307 334 
671 737 705 409 421 425 
 
ANOVA. Análisis de varianza utilizado para el tratamiento de los resultados de la tabla C2 
yijk = µ + τi + εij + λijk  
yijk = una observación cualquiera 
µ = media común  
τi = iésimo tratamiento 
εij = error experimental 
λijk= error por muestreo 
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Tabla C3. Valores del análisis de varianza de los datos de la tabla C2 
 
Grados de 
liebrtad 
 
Suma de 
cuadrados 
Suma de 
cuadrados 
medios Fc 
tratamiento 1 
 
606215,955 606215,955 39,3948368 
unide/tratami 14 
 
215434,916 15388,2083 
 Uni exp/muest 32 
 
90831,509 2838,48466 
 
      total 47 
 
912482,381 
  
       
